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Abstract of DE4034036 

The description relates to a process for isolating nucleic acids by the lysis of intact cells and the removal 
of the nucleic acids from the lysed cells, in which: a) the cells are immobilised in a porous matrix, whereby 
the size of the hollows in the matrix is of the order of that of the type of cell to be lysed; b) the cells are 
lysed; c) the nucleic acids are fixed on the surface of the matrix; and then d) they are eluted. The 
description also relates to a device for implementing the process of the invention. 
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Prufungsootrag gem. § 44 PetG ist gesteHt 

(fi) Vorrichtung und Verfahren ruf fsolierung von Nukleinsauren a us Zeffsuspenstonen 

(§) Ea wird ein Verfahren beschrioben zur l&olterung von 
Nuklainsauren durch tyee tntakter Zellen und Entfernung der 
ou5 den ry*»erten Zaflan euagetretenen NukteinaeurBn. dr- * 
durch gekonnzetcHnei. daft 

a) die Zetlen in einer porpsen Matrix immobittsten warden, 
wobei die Gro&o der HohtrSume der Matrix in der Oro&en- 
ordnung des zu tyaienanden Zeflryp* liegt, 

b) die Zetten h/eiart warden, 

c) dia Nuklernsauren au? der Matrtxaberflaeha fixtert wverden 
und danech 

d) etuiert warden. 

Ea wird ebenfeils eine Vomehtung zur Durchfuhnmg des 
erfindung^gemafien Verfahren* besehrteben. 
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Gegcnstand der Erfindunn ist cin Verfahren zur I so- 
liciting von Nukleinsauren durch Lysis intakter Zellen 
und Emfernung der aus den lysierten ZeJIen ausgetrete- a 
nen Nukleinsauren sowic eine Vorrichtung zur Durch- 
fOhrung dieses Verfahrens, 

Die Reinigung von Nukleinsauren spied cine zentralc 
Rollc in der modcrnen Molekularbiologie. Nukleinsau- 
ren dicnen als Ausgangsmatcri al fur Genklonierungen 10 
und genetische Anarysen in der labordiagnostischen 
Forschyng und im rouiinemfiBigcn Einsatz. Zum Bet- 
spiel wird our Nukleinsaurebasis die Analyse geneti- 
seher Erkrankungen von Blutzetlen, Virus- und Bakte- 
rienanar/tik aus Blut, Urin, Stuhl oder Sekreten durch- 15 
gerohrt Der Analyse aus VoHbhit kommt dabei beson- 
dere kiini>che Bedeutung zu. 

Oblicherwcise werden Nukleinsauren aus Zellen ge- 
wonrteit Dabei werden ZeJIen beispielsweise unter 
stark denaturierenden und gegebencnfaUs reduziercn- 20 
den Bedingungen aufgeschlossen (Maniatis. T, Fritsch, 
E.F. & Sambrook, J 992. Molecular Cloning: A Labo- 
ratory Manual Cold Spring Harbor University Press, 
Cold Spring HarbornX Weit verbreitet ist der AufschluB 
dcr Zellen mit Detergenzien als denaturicrende Rea- 25 
genzien und die Verwendung von bestimmten Enzymen 
zum Abbau der Proteinstukturen und nukleinsaurespal- 
tenden Enzymen. So werden beispielsweise Natriumdo- 
decylsulfat (SDS) und EDTA als denaturierende Agen- 
zien verwendet und Proteinase K. Das Ergebnis dieser 30 
AufschluOverfahrens ist metstens eine hochviskose gal- 
lertartige Struktur. aus der die Nukleinsauren mittets 
Phenolextraktfon tsoliert werden, Die Nukleinsauren 
bleiben dabei In groBer Lange erhalien und werden 
nach Dialyse und PrazipUation aus der waBrigen Phase js 
entferni Dieses AufschluQverfahren ist gegenOber 
hficht-NuMeinsaure-Strukturen so aggresrv, daB dem 
Verfahren auch GewebestDcke unterworfen werden 
ktnncn. Wegen der arbeitsimensrven Technik mit mehr- 
rachern Wechsel der ReaktionsgefaBc ist diese Methode 40 
jedoch fttr groBe Probenaufkommen und RountineprS- 
parationen ungQristig. Dieses Verfahren ist zwar auto- 
matmerbar. jedoch bewaitigt eine handefsObliche Ap- 
paratur gegenwartig etwa 8 Proben gleichzctrig in vier 
Stunden (Applied Btosystems A 37 J X Das Verfahren ist 43 
somit teuer und eignct sich nicht for die Durchschleu- 
sung groBer Probenserien. Weiterhin ist nachteilhaft, 
daB die Folgereaktsonen, wie enzymatische Amphfika- 
uon, infolge der groBen Ungen der isolierten Nuklehv 
s&uren gestfrt ist DarQber hinaus sind die anfallenden so 
Usungen hoehviskos und schwer handhabbar. Insbe- 
sondere DNA sehr groBer Lange ist eher storend, da die 
mit dem Verfahren gemAB im Stand der Technik gewon- 
nen Nukleinsauren gesonden verkJeinert werden mQs- 
sen, um weuerver&rbeitet werden zu kOnnea 55 

Der Aurschlufl von Zellen in alkalischem Milieu in 
pegenwart von Detergenzien, ist techniscb zwar ein- 
fach. hefert jedoch auch Nukleinsauren mit groBer Un- 
ge. 

An die RohprtparaUon der Nukleinsauren sehlieBen *> 
sich Folgereaktionen an. Diese Folgercaktionen erfor- 
dcrn cine bestimmte Qualitat der Nukleins&urcn. So 
muO diese weitestgchend unverschrt sein. die Ausbeute 
der Preparation muB hoch und reproduzierbar sein. Der 
r^parauonsweg muB einfach und wirtschaTUich ^ein 65 
und die Mogbchkeit zur Automation bieten. Sic muB 
erne Ptflparation der Nukleinsaurc ohne Gefahr durch 
Kreuzkontamination andcrer Proben ermogXchen. ins- 


besonderc wenn enzymatische Amplifikationsrcaktio- 
nen. wie Polymerase Chain Reaction (PCR) (Satki R^ 
Celfand D.H„ StoffeL S, Scharf. S.J, Higuchi, R, Horn. 
G.T, Mullis. K.B. 3c Erlich, R A. (1988). Science 239, 
487 - 491) und Ligase Chain Reaction (LCR) (EP- 
A-B&3 It 741 JB>\ Anwendung finden. Daher ist es wQn- 
schenswert die Nukleinsauren in nkht zu groBer Kct- 
tcnlange zu crhaUen, die Zellen moglichst quanttativ 
aufzuschlicBen und im Obrigen die oben genannten 
Nachtetle der im Stand der Technik bekannten Auf- 
schluBverf ahren zu vermeiden. 

Das der Erfindung zugrundeliegende technische Pro- 
blem ist somit die Bereitstenung eines verbesserten Ver- 
fahrens zur Isolierung von Nukleinsauren aus intakten 
Zellen, tnsbesondere soli die dabei anfallende Nuklein- 
saurc skh durch nicht zu groBe Kettenl&ngen auszeich- 
nen. in wenigen Schritten isolierbar sein und direkt den 
crforderlichen Folgercaktionen unierworfen werden' 
kOnnen. 

Dieses technische Problem wird gelOst durch ein Ver- 
fahren zur Isolierung von Nukleinsauren durch Lysis 
mtakter Zellen und Entfentung der aus den lysierten 
Zellen ausgetretenen Nukleinsauren, dadurch gekenn* 
zeichnetdaB 

a) die Zellen in einer porosen Matrix immobnisiert 
werden, wobei die GrOBe der Hohlraume der Ma- 
trix in derGrdBenordnung des zu lysierenden Zell- 
typs Iiegt» 

b) die Zellen lysiert werden, 

c) die Nukleinsauren auf der Matrix oberfl Ache fi- 
xiert werden und danach 

d) ehiiert werden. 


Die Matrix besteht vorzugsweise aus porosen, anor- 
ganischen oder organbehen Porymeren, wobei die 
Obernacheneigenschaften des die Matrix bitdenden 
Materials darcr sorgen. daB die Zellen reversibel oder 
irrevcrsibel an der Oberflftche immobiTisiert werden. 
Vorzugsweise betr&gt die Gr^Be der Hohlraume des die 
Matrix bildenden Materials ) bis 50 um. Besonders be- 
vorzugt sind HohtraumgrdBen von 5 bis 15 |unv Erreicht 
werden kann dies in einer be vorzugt en AusfOhrungs- 
form des erftndungsgemaBen Verfahrens, wenn die Par- 
tikelgrtBe des die Matrix bildenden Materials 15 bis 
25 ixm bctragt. 

Die in der Matrix hnmobtlisienen Zellen werden vor- 
zugsweise durch physikalische Oder chemische Einwir- 
kung lysiert. Dabei kann die Lyse entweder mechanisch 
wie mit Ultraschalt oder durch Scherkrflfte. osmoti- 
schcra Schock oder chemisch tnhtels Detergenzien Oder 
alkalischem AufschluB erreicht werden. 

In einer besonders bevorzugten AusfOhrungsform 
we»t die Oberflache des die Matrix bildenden Materials 
lonenaustauschercigenschaftcn auf, Insbesondere bei 
Verwendung von Anionenaustauschern kann dann die 
aus der lysierten Zelle austretende Nukleiiueure rever- 
sibe! an die Oberflache des die Matrix bildenden Materi- 
als gebunden werden* um nacfa verschtedenen Wasch- 
opcrattonen dann durch Eitistelten hohcr loncnstarken 
eiwertzu werden. 

Die erfindungsgemaBe Verfahrensweise fOhrt zur 
Praparation von NuHefauBuren mit hoher Reinheit und 
erlaubt es, eine quattutiv und quantiutiv reproduzier- 
bare Analytik dunAzufflhren, insbesondere in Kombi- 
natioii mil enzymatischen Verfahren zur Amolinkation 
von Nukleinsauren. Es hat sich gezcigt, daB milde Auf- 
schluBmethoden mit Detergenzien oder physikalische 
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AufschluDmethoden. wie Erhitzcn einer Probe, die Fol- 
geanwendungen erleichtert. Man crhalt bci Anwendung 
des erfindvngsgemaDen Verfahrens zum Beispiel kflr- 
zere zellulare DNA (< 200 kb) beziehungsweise Ge- 
sarntnukleinsfiuren aus der Zelle. Die Ursachen fOr eine 
timitiertc Spaltung der NukleinsSuren sind nicht voll- 
standig bekannt Die milden AufschfuBmethoden schei- 
ntn jedoch zu einer partiellen Dec * adation der Nuklein- 
saurczufuhren- 

FOr die reproduzierbare Arbeilsweise ist es voneil- 
haft. eine Matrix mil lonenauslauscherergenschaften zu 
verwenden, so daB die freigesetzten NukleinsSuren an 
dieser Oberfllche haften konnen und den Zu griff ab- 
bauendcr Enzyme entzogen simL Es werden dann Nu- 
kleinsauren nut fast tdealer Lange fur die Folgcrcaktto- 
n e n, wic PCR. gewonnen. 

Sollen zum Beispiel weifft Sanger* Bluue Hen aufge- 
schlosscn werden, mflssen zunSchst die DNA-freien 
Erythrozyten cntfernt werdert Verschiedcne Verfahren 
dazu sind bekannt, wi» zum Beispiel Gradientenzentri- 
fug at ion oder Extraction der Zellen mittcls obcrfl&chen- 
gekoppelter AntikOrper (anti-HLA-Magnctobcads)L Al$ 
besonders vorteilhaft hat sich crwicscn. die Erythroxy- 
ten mittels Dextran zc agglomerieren und ohnc Zentri- 
fugation abzutrennen, Der Oberstand enth*lt die ande- 
ren Blutzetlen und weniger als 1/100 der anrftnglicbcn 
Erythrozytenkonzentration. Die weiBcn Blutzelten wer- 
den dann nach dem erfindungsgemaBen Verfahren aus 
der Suspension in die Poren der Matrix OberfOhn Dies 
geschieht durch DruckdirTerenz odcr Zen trifuga lions- 
kr&fte. Es ha: sich herausgestellL daB es nicht genGgt, 
Zellen beispiclsweise durch einfache Zcnirifugation, 
durch Ausbudung eines Pellets oder durch eine Filtra- 
tion uber engmaschtge Membranen konzentrieren. da 
dann der erfmdttngsgemaDe ZcTlaufscMuB nicht mehr 
zuverlflssig erfolgt Dadurch emstehende. re'ativ dichte 
Zcllverbande mit dircktem Zcll/Zcll-Komakt konnen 
nur unzuretchend mit den mUden nicht- ionischen Rea- 
genzien aufgeschtossen werden. Es werden dabei wahr< 


tcr, ah dichte Packung in Form eines Filtcrkuchens ab- 
ac tz en. 

Zwbchen den Zellen verbleiben enge Kanalc, durch 
die Losungcrt ausgetauscht werden konnen, wic zum 
s Beispiel das Serum gegen die zetMysierende Lftsung. Da 
alle Zellen fOr Reagenzien gut xuganglich sind. konnen 
die mild en Lysebedingungen Verwendung finder*, ohne 
daB Ausbeuteverluste zu befUrchien sind 

In einer besonders bevorzugten AusfGhrungsForm 

to weisen die Partiket lonenaustauschereigenschaftcn auf. 
wie sie beispielsweise in der DE-PS 32 1 1 305 beschrie- 
ben werden. FOr die Ausf Qhrtmgsform auf Membra nba- 
sis hat sich etr lonenaustauscher auf Silicagelbasts mit 
PartikelgrOBen zwischen 15 und 25 |tm und Porengro- 

15 Ben von 1500 A ats besonders geeignet erwicscn. Der 
direktc r&umtiche Kontakt zu aJlen lysierenden Zellen 
gewahrlerstet. daB die DMA nach der Lyse und par- 
tiellen Degradation direkt an der Oberflache der Fest- 
phase fixiert wird und so vor weiterfOhrenden Angriffcn 

20 der Nukleasen geschOtzt ist In diesem Zustand kOnnen 
die koniarninicrenden Bestandteile leicht ausgewaschen 
werden, gefolgl von der EJution der sauberen NukJetn- 
saurc in einem Uetnen Votumen. Man erhalt so reprodu- 
zierbare KcttenTSngen von durchschnittlich 5 bis 20 kb. 

25 Weniger ab 10% smd kurzer ab 5 kb onter den Auf- 
schluBbedingungen, wic sie in Beispiel 2 beschrieben 
werden. Dies stellt eine optimale Langenverteilung for 
eine anschlicBende enzymaUsche Nukleinsflureampliri* 
kation dir. Es wvrde ebenfalb aberraschend festgestcUt. 

30 daB die gcwOnschte GrOBenverteilung bei der Leukozy- 
tenprflparation mit Dextran reproduzierbar erreicht 
wird. wfihrend eine Preparation Dber Ficoll im Gradten- 
ten gew&h^:ich zu ^Orzeren Fragmenten (500 bis 1000 
bp)fOhru 

35 Es hat sich herausgestellt. daB das erfindungsgemaBe 
Verfahren in besonders gOnstiger Wetse mittels der cr- 
fjndun.TSgcmaB beanspruchten Vorrichtung, die im fol- 
genden be^rhncben werden soil durchgefOhrt werden 
kanh. Die erTindungsgeniflBe Vorrichtung besteht aus 


scheinlich nur diejenigen Zellen lysiert, die sich an der 40 einem Hohlkftrper (4X in dem die die Zellen aufnehmen 


Obcrflflchc ernes solchen Zellkonzentrats befinden. 
Durch das erfindungsgemaBe Verfahren wird stcherge- 
stellc daB eine solche Pelletienmg nicht etnsetzt Hier- 
bei werden die Zellen durch eine Art Tiefenfiltration in 
der Matrix konzentriert. d. h. in einem kleinen Volumen- 
element eingefangen: Das bedeutet, daB Zellen prak* 
tisch isotiert in der Matrix hangenbletben. jedoch nicht 
Oberemander Iiegen. Erfindungsgemafi erreicht wird 
dies durch die Verwendung einer porOsen Matrix zum 
Beispiel einem Partikelbett dessen Zwischenraume in 
der OrO Benordnung der ZellgroBe begt. Die ZeJlen 
dringen dann bis zu einer bestxmmten Tiefe in diese 
Matrix chv Bei einer bevorrugten AusfQhrungsform'des 
erfindungsgemaBen Verfahrens kommen Silicalgelpar- 


de Matrix (I) zwbehen 2 porosen Einrichtungen (2. 3) 
angeordnet ist Dae PorengroBe der Einrichtunr 2. 3, 
vorzugsweise Poryethylenoder Glasfritten, mu& dabei 
grdBer sein als die HohlraumgrOBe des die Matrix 1 
45 biJdenden Materials. Vorzugsweise haben die Einrich- 
tungen 2. 3 eine PorengroBe von 50 bis 100 jutu wobei 
die HohlraumgrOBe des die Matrix 1 bildenden Materi- 
als etwa 1 bis 50 tun betrtgl 

In einer besonders bevorzugten AusTDhrungsform ist 
50 die Matrix 1 erne netzartige Merobran mit einer VEelzahl 
von 1 bis 50pjn groBen freien Poren, die zus&tzlich 
Jonenaustaoscherpartikel aufwetst. In den freien Poren 
werden dann die Zellen immobnistert, wobei auf den in 
dieser Matrix befinduchen lonenaostauschrrpartikelh 


tikel zum Einsatz mit einer Partikelgr6Be von vorzugs- 55 die frcigesetzten Nuldeinsauren absorbtcrt werden. 


weise 15 bis 25 urn, so daB Zwischenkornabsulndc von I 
bis 50 urn, vorzugsweise 5 bis I5ujn, entstehen. Die 
durchschn**tlichc OrOBe von Erythrozyten betragt 2 urn 
von Uymphozyter ungeffthr 8 utn und von Monozyten 
etwa \5 yatu 

In einer weiteren bevorzugten AusfOhrungsform wer- 
den zur Immobitisierung Partikel verwendnt. die in ei- 
nem inerten Netzwerk aus Membranen, vorzugsweise 
Teflon, etngebenet sind, wobei die Zwischenraume wie- 
derum in etwa der Dimension der zu lysierenden Zellen 
cntsprechen. Dadurch wird gewahrleistet, daB sich die 
Zellen vorzugsweise inncrhaJb des Netzwcrks festset* 
zen und sich nicht, zum Beispiel wie avf einem Sterilfil- 


Etne ebenfalls bevorzugte AusfOhnrngsform stellt ci- 
ne Vorrichtung dar. bei der das (fie Matrix 1 biV< r«d- 
Material ein parttkeircrraiges organisches oder ar I * 
nisches Polymeres «L Vorzugsweisr ist das die Nt: t 
bo bildcnde Material ein Kieselgel mit !r,nenaustau: i t 
genscbaften und einer PanikelgroBe von 15 bis 25 . *- 

Die Abb. 1 zetgt ein besonders bevorzugtes Au\\ 
rungsbrispiel der erfindungsgemaBen Vorritmtung. V -.. 
HohlkOrper 4 kann zum Beispiel ein handelsObUchcs 
6» R6hrchen (MoBtCoL MoBiTec. G6ttigen oder Millipore 
UFC3 OHW25) seia Zwbehen zwei eng eingepreszten 
Einrichtungen 2. X awn Beispiel Polyethylcnfritten mit 
einer Porengr&Be von 50 bis 100 pin, befmdet sich eine 
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Membran mit 5 bis 10 um groBcn frcicn Poren, wclchc 
cbenf^lts ICieselget (1500 A PorengrODc, 15 u>m Partikel* 
groQe) mit Anionenaustauschereigenschaften cmh&lt 
Die Membran weist cine JOicke von ca, I mm auf. Die 
Kap&zkat des loncnaustauschermaterials ist etwa 15ug s 
DNA Durch Oberemanderlegen enisprechender Mem- 
brancn H3t Etch selbstverst&ndlich die Kapazitfit fOr 
DNA erhohen. Bei gcringer mechanischer Belastung ist 
aucb cin randst&ndiges VerschwciBen Oder Verkleben 
der Membran denkbar. wodurch die siabilisierendc Wlr- to 
kung dcr Emrichtungcn 2. 3 cntf alien kann. so daB die 
Membran den Hohlkdrper 4 ohne die Emrichtungen 
vcrschlieBt 

Es ist ebenfalls mOglich, mit dem beschriebenen Kie- 
sclge! kleine Sfiulcn 2U fallen, das zwischen 2 Polyethy- is 
len-Fritten mit einer PorengrOOc von 35 \im angeordnet 
ist Vorzugsweise wird die obere Einrichtung 2 mit gro- 
Bercn Poren (70 um)gewahlt Die MoBiCol-Saulen wer- 
den mit ca. 70 mg lonenaustauschcrgeJ cntsprechend 
3 mm FQlIhohe beschickt BczOgl'tch Plasmid-DNA er- 20 
gibt sich eine Kapazh&t von 150 ug DNA. 

Beispiel 1 

Zcllulare DNA-Praparation aus Blut: 6 ml Citrat-Btut 25 
werden in einem 12 ml PPN-Rohrchen mit 0,12 g Dex- 
tran (MW 250 000) homogen versetzt und f Or 60 mitt bei 
Raumtemperatur inkubiert Dex trail und Erythrozyten 
bilden Aggregate, die innerhafb 45 min. sedimcntieren. 
Der helle Ubcrstand enthalt die Leukozytcn annahernd so 
in der natOrUcben Zusammensetzung ((1—5-10* Leuko- 
zyten/ml Erythroz/Leukoz, ca. 2/1. 0^5 ml dieses Ober- 
standes werden auf die Vorrichtung aufgetrag^n und 
durch Zentrifugation oder Druck durch den Filter geJet- 
tct Die Zellen werden hn Netzwerk zurOckgehatten. 35 
Nach Durchtritt des Serums wird mit 1 -03 ml Waschlo- 
sung (PBS 120 raM NaOl V xnM KCU 10 mM KPi pH 
7.4) (phosphate buffered saHne) gewascheit 

Danach werden die Zellen mit 125 uJ einer IWgen 
Losung eines nicht-ionischen Detergens (NP40: Tween 40 
20) lysiert Mit 0,5 ml 750 mM KCI, 50 mM MOPS pH 
7,0, 15% Ethanol werden die Verunreinigungen ausge* 
waschert Die DNA wird entweder mit einem Hochsalz- 
puffer (1,2 M ICO, 50 mM, MOPS, pH 7.0) (200 mM 
KOH) oder einem AUcaKpuf/er cluiert Der Vortetl des 43 
Alkaliputfers besteht darin, daB nach Pufferzusatz 
zwecks Neutralisation beispielsweise direkt eine Nu* 
kleins&ure zunachst gefallt werden muB. Es besteht je- 
doch die Gefahr der Schfidigung der DNA. In vieten 
Fan en kann audi ein Aliquot der Hochsalzclution direkt 30 
eingesetzt werden. wenn die Nukleiosaurekonzentra- 
tion die erforderliche Konzentration aufwetst 
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1. Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren 
durch Lysis intakter Zellen und Entfemung der bus 
den tysierten Zellen ausgetretenen Nukleinsauren, 
dathuxh gekrnnxeictinct, daB 

a) die Zellen in einer porosen Matrix immobih- 60 
Siert werden* wobei die GrOBe der Hbhlrftume 
der Matnx in dcr CrdBcnordnung des zu lysie- 
renden ZeBryps Hegt 

b) die Zellen lysiert werden. 

c) die Nukleinsauren auf der Matrixoberflfiche « 
fbciert werden und danach 

d) cluiert werden. 

2. Verfahren nach Anspruch K dadurch gekenn- 


zeichnet daB die Matrix ein anorganisches oder 
organ isches Polymeres ist 

3. Verfahren nach Anspruch t und/oder Z dadurch 
gekennzeichnet daQ die Matrix cine Hohtraumgro- 
Be von I bis SO urn aufweist 

4. Verfahren nach Anspruch 3. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Hohlraume 5 bis 15 um groB sind. 

5. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 4. 
dadurch gekennzeichnet daB die PartikelgroBe der 
Matrix 10 bis 50 uxru insbeSondere 1 5 bis 25 um 
betragt 

6. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Zellen durch phy* 
sikalische oder chemisette Einwirkungen lysiert 
werden, 

7. Verfahren nach Anspruch 6. dadurch gekenn- 
zeichnet daB die Lyse der Zellen durch Ultrasch&tt. 
Seherkraftc, Dctergenzien. Enzymen, osmotischer 
Schock etc oder Kombination davon crfolgt 

a Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bh 7, 
dadurch gekennzeichnet daB die ObcrflAchc der 
Matrix lonenaustauschereigenschaften aufweist 
9. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis &. 
dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsauren 
durch einen Puffer mit hoher Ionenst&rke oder al- 
kausch eluiert werden. 

la Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 9, 
wobei zwischen den Schritten a)ft>) und/oder b)/c) 
und/oder c)/d)die Matrix gewaschen wird. 

1 1. Vorrichtung- zur Isolierung von Nukleinsauren 
aus Zellen nach AufschluB der Zellen gemaft einem 
der AnsprOche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet 
daB die zeuenaufhehmende Matrix (f) in einem 
Hohlkdrper (4) zwischen 2 porosen Einrichtcngcn 
(2, 3) angeordnet tst wobei die ForcngroBe der Ein- 
richcungen (2, 3) groSer ist als die HohlraumgrdDe 
des die Matrix (I) bBdenden Materials. 

12. Vorriclrtung nach Anspruch 11. dadurch ge- 
kennzeichnet daB die PorengrOBe der Einrich tun- 
gen (2,3) 80 bis 100 jun und die HohlraumgrOBe des 
die Matrix (1) bildenden Materials 1 bis 50 um be* 
tragt 

1 3. Vorrichtung nach Anspruch 1 1 und/oder 1 2. wo- 
bei die Matrix (1) cine netzartige Membran ist mit 
einer Vielzahl von 1 bis 50 Jim groBen freien Poren. 
die zus&tzlich mh lontenaustauscherpartikeln verse- 
hen ist 

14. Vorrichtung nach Anspruch 1 1 und/oder 12. da- 
durch gekennzeichnet, daB das die Matrix (1) bil- 
dende Material ein organisches oder anorgantsches 
Polymeres ist 

15» Vorrichtung nach Anspruch 14» dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das die Matrix (1) bOdende Ma- 
terial Kiesclgel mit lonenaumuschereigenschaften 
ist und eine PartikelgroBe von 15 bis 25 um auf- 
wetst 


Hierzu 1 SeHe(n) Zeichnungen 
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